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L’esistenza di rapporti tra antibiotici e vita- 
mine sembra oggi da ritenersi accertata; tut- 
tavia la natura di tali rapporti risulta indubbia- 
‘mente complessa. E stato dimostrato che l’uso 
degli antibiotici in terapia pud portare alla 
comparsa di quadri clinici pom va sotto alcuni 
aspetti a quelli da avitaminosi di fattori del 
ppo B ed @ stata largamente accettata 
Pip tesi che esso provochi un depauperamento 
del patrimonio vitaminico organico. D’altra 
parte le osservazioni relative all’impiego degli 
stessi antibiotici a dosi ridotte nel campo ai 
mentare zootecnico hanno messo in evidenza 
una favorevole influenza di queste sostanze 
sull’accrescimento ponderale, sull’utilizzazione 
degli alimenti, sulla resistenza alle infezioni, 
la quale sembra scarsamente compatibile con 
lipotesi accennata. Gli effetti favorevoli sul- 
l'accrescimento sono stati per altro osservati 
in varie condizioni anche nel bambino. 
Uno degli aspetti che é stato pid frequente- 
mente preso in esame dai vari ricercatori nelle 
indagini sui rapporti tra antibiotici e vitamine 
é rappresentato dall’eliminazione urinaria di 
queste ultime. Lo studio di questo fenomeno 
é stato tuttavia prevalentemente condotto 
nell’ organismo nett in cui la situazione é 


resa anche pitt complessa dai fattori di inter- 
ferenza legati alla malattia; scarsi sono invece 
i dati che si riferiscono all’organismo sano. 

Per quanto riguarda l’uomo, Di Raimondo 
e Coll. (1, 2) trovano diminuita |’eliminazione 
urinaria di tutte le vitamine del complesso B, 
ed in particolar modo della vitamina Bg, 
della vitamina By, e dell’acido folico, oltre che 
in soggetti malati anche in un totale di 15 
soggetti sani trattati prevalentemente con clo- 
ramfenicolo, ma anche con altri antibiotici, 
fra i quali ossitetraciclina e clortetraciclina. 

Agli stessi risultati pervengono Schroeder 
e Fuchs (3) in uno studio compiuto su un 
maggior numero di individui. 

Al contrario Cascio e Cassata (4) in 15 
lattanti sani trattati con clortetraciclina non 
hanno osservato una riduzione dell’elimina- 
zione urinaria di vitamina B,,: nella mag- 
gioranza dei casi é stato anzi possibile notare 
un aumento. 

Per quanto riguarda l’animale, Di Rai- 
mondo e Coll. (5), in ratti a dieta normale 
ricca di vitamine del complesso B e in ratti 
a dieta sintetica priva delle stesse vitamine 
hanno messo in evidenza, dopo sommini- 
strazione di ossitetraciclina, clortetraciclina e 
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cloramfenicolo, una notevole diminuzione 
dell’eliminazione urinaria di tali fattori; di- 
minuzione che interessa particolarmente l’ami- 
de nicotinica, la piridossina, l’acido folico e la 
vitamina Bj». 

Recentemente Guerrant e Steel (6) hanno 
perd riportato che, in ratti parzialmente ca- 
renti in vitamina B,, la somministrazione di 
clortetraciclina e di tiamina determina un 
aumento dell’eliminazione urinaria di questo 
fattore nei confronti degli animali che rice- 
vono soltanto la vitamina. 


Nel corso di una serie di prove per l’impo- 
stazione di uno studio parallelo di diversi 
sali di tetraciclina, abbiamo potuto racco- 
gliere numerosi dati che confermano la estrema 
variabilita dei risultati in esperienze di questo 
tipo, anche se condotte in condizioni speri- 
mentali rigorosamente controllate. 

Dall’esame dei risultati ottenuti con la de- 
terminazione lell’eliminazione urinaria di 
acido folico, acido pantotenico, vitamina Bj», 
vitamina PP e tiamina in ratti sani, trattati con 
sali di tetraciclina alla dose di 50 mg/kg per 
35 giorni (in totale circa 420 mg per vod EY 
si é potuto rilevare come essa non presenti 
caratteristiche costanti, potendosi avere, ac- 
canto ad una diminuzione, riferita dagli AA. 
citati, anche variazioni non significative o 
addirittura un aumento (tabella I). 

Infatti al 35° giorno di trattamento é stata 
da noi riscontrata una tendenza generale verso 
valori pit elevati, che ha raggiunto il livello 
di significativita negli animali trattati con 
tetraciclina cloridrato e con tetraciclina fo- 
sfato complesso, in confronto ai controlli, 
per l’acido pantotenico e la tiamina, e per la 
vitamina PP solo negli animali trattati con 
fosfato complesso. Che tali variazioni fossero 
dovute al trattamento, risulta da_ ulteriori 
dosaggi eseguiti dopo 20 giorni dalla sospen- 
sione di esso, che hanno mostrato, nella mag- 
gior parte dei casi, una tendenza verso la ri- 
duzione dell’eliminazione urinaria ed il ritorno 
ai valori basali. 

Ulteriori indagini eseguite sempre sul ratto 
sano con una dose pit elevata di antibiotico 
(200 mg/kg) somministrata per 20 giorni 
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(in totale 1260 mg per animale) hanno messo 
in evidenza delle variazioni ancor meno 
univoche di quelle avute con la dose di 50 
mg/kg, essendosi osservato talvolta un au- 
mento, talvolta una diminuzione: queste va- 
riazioni sono state comunque di scarsa entiti 
e tali da non raggiungere in nessun caso il 
livello di significativita (tabella Il). 

La variabilita dei risultati ottenuti da noi e 
da altri AA. in indagini dello stesso tipo mette 
in rilievo come, nello studio dei rapporti tra 
antibiotici e vitamine nell’organismo animale, 
la determinazione dell’eliminazione urinaria 
di queste ultime sia da sola del tutto insuffi- 
ciente a fornire degli elementi di giudizio. 

Verosimilmente, su tale variabilita influiscono 
le diverse condizioni sperimentali: tra queste, 
ha probabilmente una parte importante la 
dieta e soprattutto il suo contenuto in vita- 
mine, come sembra evidente da lavori di 
Guerrant e Steel (6) e di Fidanza e Coll. (7); 
ed inoltre il modo di somministrazione del- 
l’antibiotico, la struttura chimica di esso, la 
dose. Altri fattori di interferenza possono 
essere rappresentati da meccanismi interes- 
santi correlazioni intervitaminiche (8, 9) 0 
da una possibile azione risparmiatrice 0 
sostitutiva dell’antibiotico nei confronti delle 
vitamine durante la depauperazione organica 
di questi fattori quale adieaictihe dai lavori 
di Waisman e Coll. (10), Cravioto-Munoz e 
Coll. (11), Hwa Lih e Baumann (12), Biely 
e March (13), Stokstad e Coll. (14), Linkswiler 
e Coll. (15).: 

Per quanto riguarda i rilievi collaterali da 
noi condotti sul peso degli animali, questi 
hanno confermato l’influenza favorevole dei 
due sali di tetraciclina, somministrati a dosi 
dello stesso ordine di quello terapeutico, sul- 
lincremento ponderale del ratto in accre- 
scimento, in accordo con i dati di Waisman 
e Boldt (16), Tisch e Coll. (17) ed altri. 

anche da rilevare come I ’osservazione 
diretta degli animali (condizioni generali, 
comportamento, reattivita spontanea e pro- 
vocata) e l’esame anatomopatologico non 
abbiano mai messo in evidenza alcuna altera- 
zione nel gruppo degli animali trattati. Mal- 
grado la recente segnalazione di Kharitonova 
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IN TRATTAMENTO CON TETRACICLINA 


ELIMINAZIONE URINARIA DI ALCUNE VITAMINE DEL COMPLESSO B NEL RATTO 


Significativita delle differenze rispetto ai controlli: (!) 0,05 > p > 0,01; () p < 0,0I. 


TABELLA II 


TRATTAMENTO CON SALI DIVERSI DI TETRACICLINA ALLA DOSE DI 200 mg/kg PER 20 
(medie + errore standard) 


Eliminazione urinaria 


GIORNI 


} 


| 


TABELLA I 
| TRATTAMENTO CON SALI DIVERSI DI TETRACICLINA ALLA DOSE DI 50 mg/kg PER 35 GIORNI 
(medie + errore standard) 
| Tempo | Eliminazione urinaria 
Trattamento | Ac. pantotenico | Vitamina PP | Vitamina | Acido folico | Vitamina B, 
| yi24h | : my/24 h my/24h y/24h 
| | | | | | 
| 
| prima | 3,8 + 0,2 67.2 5.4 | 23.2405 | 1310+ 7,9 
} 
alla fine | 4.2 + 0,1 78,8 + 3,8 | 32,7 + 2,4 | 174.54 10,6 < $3,0 
| dopo 15 gg | 4,5 £0,1 83,8 + 4,7 | 25415 | 170.5 + 12,7 66,2 + 13,2 
| | | | 
| | | | 
Tetraciclina cloridrato prima 4,2 + 0,5 | 60,2 + 12,3 32,5 + §,6 | 98,5 + 4,5 an 
| alla fine 5,8 + 0,3 2) | 82,3 + 9,8 | 46,0 + 3,2 182,7 + 17,8 106,0 + 21,6 (!)| 
dopo Isgg | 5,2 + 0,3 94.2 + 8,9(')| 39,5 + 4,0 166,7 + 14,5 | 79,5 + 15,3 
Tetraciclina fosfato prima | 4,5 + 0,7 | $6.5 + 5,6 | 24,5 + 1,2 113,7 + 6,8 —_ 
alla fine 10,0 + 0,8 (2) | 92,2 + 7,7 ()) 32,5 + 34 200,0 + 29,0 357,7 + 87.6 @)| 
dopoisgg | 6.7406 | 77,74 7,6 | 34.2 + 4,0 159,0 + 12,9 |132,5 4+ 34,2 


anal Ac. pantotenico | Vitamina PP Vitamina B;2 | Acido folico Vitamina Bs 
y/24h y/24h my/24h | my/2gh y/24h 
| | | 
| prima 7.34 0,8 72,9 6,4 24,3 + 2,6 | 70,2 + 13,8 1,6 + 0,1 
| | | 
| alla fine | 6,8 + 0,8 67.3 + 4,9 24,64 2,0 | + 24,8 1,8 + 0,2 
Tetraciclina cloridrato prima 6,9 + 9,9 102,6 + 22,0 26, + 1,1 76,5 + 11,5 2,3 + 0,3 
| 
alla fine 6,5 + 0,9 121,4 + 29,5 27,8 + 3,2 | 79,7 + 20,8 19 +0,! 
| | 
| Tetraciclina fosfato prima 7:.4241,2 | 8,6 + 12,1 30,2 + 1,2 7O,2+ 7:9 1,7 + 0,2 
| complesso 
| alla fine 7:3 + 9,4 98,1 + 3,1 30,0+2,2 | 79,24 5,55 1,8 + 0,2 


= 


Nota: I valori riportati si riferiscono ciascyno a 8 animali. 
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(18) che riporta come la somministrazione di 
clortetraciclina e tetraciclina 
possa produrre nel coniglio profonde alte- 
razioni organiche con morte dell’animale, i 
nostri dati confermano quindi, in accordo con 
quelli di Tisch e Coll. (17) e della maggior 
parte degli Autori, la buona tollerabilita di 
una prolungata somministrazione dei sali di 
tetraciclina per via orale anche a dosi elevate. 


PARTE SPERIMENTALE 


In una prima serie di esperienze, sono stati 
usati 24 ratti maschi Wistar del peso medio 
di g 245 + 3, posti a coppie in gabbie se- 
parate e suddivisi in tre gruppi di 8 ratti 
ciascuno. Il primo gruppo di animali é stato 
trattato per via orale, mediante sondaggio 
esofageo, con una dose di 50 mg per kg di 
peso corporeo di tetraciclina (*) 
in eccipiente di fosfato bicalcico e stearato di 
magnesio per 35 giorni consecutivi (in totale 
circa 420 mg per animale); il secondo ha 
ricevuto, nelle stesse condizioni e nella stessa 
quantita, tetraciclina fosfato complesso (*); 
il terzo gruppo, controllo, ha ricevuto quo- 
tidianamente una quantita di eccipiente cor- 
rispondente a quella presente nella dose di 
antibiotico somministrata agli altri. 

La raccolta delle urine é stata effettuata a 
digiuno per ogni coppia di ratti e per i tre 
gruppi in condizioni basali, al 35° giorno di 
trattamento e dopo 20 giorni dalla sospen- 
sione di esso. 

In una seconda serie di esperienze, sono 
stati utilizzati 24 ratti maschi Wistar del peso 
medio di g 315 + 6 che sono stati posti 
anch’essi in gabbie separate e suddivisi in tre 
gruppi di 8 ratti ciascuno. Il primo gruppo 
di animali é stato trattato per via orale, me- 
diante sondaggio esofageo, con una dose di 
200 mg per kg di peso corporeo di tetraci- 
clina cloridrato in eccipiente di fosfato bi- 
calcico e stearato di magnesio per 20 giorni 
consecutivi (in totale circa 1260 mg per ani- 
male); il secondo ha ricevuto, nelle stesse con- 
dizioni e nella stessa quantita, tetraciclina 


(*) Sono state usate Ambramicina e Ambramicina P Lepetit. 
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fosfato complesso; il terzo gruppo, controllo, 
ha ricevuto quotidianamente una quantita di 
eccipiente corrispondente a quella presente nella 
dose di antibiotico somministrata agli altri. 

La raccolta delle urine é stata effettuata a 
digiuno per ogni coppia di ratti e per i tre 
gruppi in condizioni basali e al 20° giorno di 
trattamento. 

Al termine delle esperienze tutti gli ani- 
mali sono stati sacrificati e sottoposti ad esame 
anatomo-patologico. Nelle due serie di espe- 
rienze le urine, prima di essere utilizzate per 
i diversi dosaggi, sono state congelate a -30°C; 

rove preliminari ce ne avevano dimostrato 
a perfetta conservabilita a questi effetti. 

La dieta somministrata viene riportata in 
nota (**); le vitamine del complesso B erano 
date ad ogni ratto per sonda esofagea in quan- 
tita tali da coprire il fabbisogno in rapporto 
alla dieta, eta, peso, ecc. Tutti i ratti erano 
controllati periodicamente per mettere in 
evidenza eventuali disturbi dipendenti dal 
trattamento antibiotico. 

I dosaggi microbiologici sono stati effet- 
tuati dopo numerose prove preliminari che 
avevano dimostrato come la quantita di anti- 
biotico eliminata con le urine in seguito al 
trattamento non modificasse la risposta batte- 
rica alle vitamine prese in esame. L’acido 
folico é stato dosato con Streptococcus faecalis R. 
(ATCC 8043), l’acido pantotenico e la vita- 
mina PP con Lactobacillus arabinosus 17-5 
(ATCC 8014), la vitamina B,, con Lactoba- 
cillus leichmannii (ATCC 7830), il gruppo vi- 
taminico Bg con Saccharomyces carlsbergensis 
ceppo 4228, secondo le modalita tecniche 
descritte in altri lavori (19, 20). 

Per la tiamina, poiché le prove microbio- 
logiche preliminari non avevano dato buoni 
risultati, le determinazioni sono state con- 
dotte per via chimica, secondo il metodo di 
Mawson e Thompson (21). 


(**) Composizione della dieta: caseina esente da fattori idroso- 
lubili 18, amido di riso 58, saccarosio 10, olio olive 10, sali (miscela 
Osborne-Mendel) 4, vitamina D U.I. 50, vitamina K y 20. 

Somministrazione quotidiana del seguente complesso vitami- 
nico: tiamina y 10, piridossina y 30, lattoflavina y 20, Ca d-panto- 
tenato y §0, nicotinamide y 400, vitamina B,> y 0,1, acido folico 
y I, biotina y 0,5, acido p-aminobenzoico mg 3; inosite mg 1,5, 
colina mg 3, ed inoltre I volta settimanalmente: vitamina A 
U.L. 350, a-tocoferolo mg 6. 
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[risultati ottenuti, riportati nelle tabelle I e Il, 
sono stati elaborati statisticamente mediante 
analisi della varianza condotta sulle differenze 
osservate nelle singole coppie di animali durante 
e dopo il trattamento rispetto ai valori basali, 
con scomposizione in singoli gradi di liberta. 

Per quanto riguarda la tiamina, sono stati 
confrontati con lo stesso metodo i valori 
medi ottenuti durante e dopo il trattamento 
con i corrispondenti valori del gruppo con- 
trollo. 


RIASSUNTO 


Vengono riferite alcune osservazioni relative alla 
eliminazione urinaria di vitamine del complesso B 
(acido pantotenico, vitamina PP, vitamina Byp, 
acido folico, tiamina e vitamina Bg) in ratti trattati 
con tetraciclina alle dosi di 50 mg/kg per 35 giorni 
e di 200 mg/kg per 20 giorni. I risultati ottenuti 
dimostrano l’estrema variabilita dell’climinazione 
urinaria delle vitamine del complesso B dopo la 
somministrazione dell’antibiotico. stato osser- 
vato infatti talvolta un aumento di questi fattori, 
aumento che pud raggiungere i limiti di significa- 
tivita, talvolta una diminuzione o anche nessuna 
variazione. 


RESUME 


Observations sur T’élimination urinaire de certaines vi- 
tamines du complexe B chez les rats traités avec la 
tétracycline. 


Sur les rats traités avec la tétracycline a la dose 
de 50 mg/kg pendant 35 jours et de 200 mg/kg 
pendant 20 jours, l’on référe certaines observations 
telatives a aimination urinaire de vitamines du 
comlexe B (acide pantothénique, vitamine PP, vi- 
tamine By, acide thiamine et vitamine Bg). 
Les résultats obtenus démontrent l’extréme varia- 
bilité de l’élimination urinaire des vitamines du 
complexe B aprés |’administration de 1’antibiotique. 
En effet, l’on observe parfois une augmentation de 
ces facteurs, augmentation qui peut atteindre des 
limites significatives, parfois une diminution ou 
méme aucune variation. 


SUMMARY 


Observations on the urinary output of some B vitamins 
in rats treated with tetracycline. 


Some observations on the urinary output of B 
vitamins (pantothenic acid, vitamin PP, vitamin Byp, 
folic acid, thiamine and vitamin Bg) in rats treated 
with tetracycline 50 mg/kg for 35 days and 200 
mg/kg for 20 days are reported. The results show 
the great variability in the urinary output of B 


vitamins following administration of the antibiotic. 
An increase of these factors was sometimes observed, 
which can reach the significance level, sometimes 
a dicrease or even no variation at all. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Beobachtungen iiber die Ausscheidung einiger Vitamine 
des B-Komplexes durch den Harn in mit Tetrazyklin 
behandelten Ratten. 


Es wird iiber einige Beobachtungen berichtet, die 
die Harnausscheidung von Vitaminen des B-Kom- 
plexes (Pantothensiure, Vitamin PP, Vitamin Bjp, 
Folséure, Thiamin und Vitamin Bg) in mit Tetra- 
zyklin in Dosen von s0 mg/kg 35 Tage hindurch 
und 200 mg/kg 20 Tage hindurch behandelten 
Ratten, betreffen. Die erhaltenen Resultate zeigen 
die weitesten Schwankungen in der Harnausscheidung 
von Vitaminen des B-Komplexes nach Verabreichung 
des Antibiotikums. In der Tat wurde manchmal 
eine Erhéhung dieser Faktoren — ExhGhung welche 
bedeutende Grenzen erreichen kann —, manchmal 
eine Erniedrigung oder auch keine Schwankung 
beobachtet. 


RESUMEN 


Observaciones sobre la climinacién urinaria de algunas 
vitaminas del complejo B en ratas tratadas con tetra- 
ciclina. 


Se refieren algunas observaciones relativas 4 la 
eliminacién urinaria de vitaminas del complejo B 
(acido pantoténico, vitamina PP, vitamina 
acido folico, tiamina y vitamina Bg) en ratas tratadas 
con tetraciclina en dosis de 50 mg/kg durante 35 
dias y de 200 mg/kg durante 20 dias. Los resultados 
obtenidos demuestran la extrema variabilitad de la 
eliminacién urinaria de las vitaminas del complejo 
B después de la administracién del antibidtico. 
Efectivamente se ha observado a veces un aumento 
de estos factores, aumento que puede alcanzar li- 
mites significativos, a veces una disminucién o bien 
no presentar ninguna variacién. 
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Sulla correlazione fra carenza tiaminica - 
ed intossicazione solfocarbonica nel ratto 
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Diversi sono gli Autori che, nel passato, 
hanno tentato di stabilire l’esistenza di una 
stretta relazione fra intossicazione solfocar- 
bonica e carenza tiaminica. Infatti, per quanto 
il quadro clinico e sperimentale di quest’intossi- 
cazione sia estremamente polimorfo, pure 
spicca in esso, con una certa costanza, una 
sintomatologia polineuritica assai pronunciata. 
E appunto Pafinita fra tale disturbo e la sin- 
drome polineuritica che costituisce l’episodio 
terminale di ogni manifestazione beriberica che 
ha condotto ad argomentare l’esistenza di 
rapporti di causalita pit: che di concomitanza 
fra i due fattori citati. 

Tale ipotesi potrebbe essere avvalorata dal 
fatto che nel corso dell’intossicazione solfo- 
carbonica il tasso ematico di tiamina dei 
pazienti appare diminuito rispetto ai soggetti 
normali (a Anche dal punto di vista clinico 
la somministrazione di tiamina a scopo cura- 
tivo, nelle polineuriti solfocarboniche, vanta 
un certo numero di successi (2), accanto ad 
altre osservazioni negative (3). 

Dal punto di vista sperimentale, il tenta- 
tivo di localizzare il punto critico di un’inte- 
razione eventuale fra solfuro di carbonio e 
tiamina non ha dato risultati conclusivi (4), 
sebbene qualche ipotesi in proposito esista in 
letteratura. 

Lewey (5) per esempio pensa che nel sol- 
focarbonismo cronico si instauri uno stato di 
ipovitaminosi B, sostenuto da estese altera- 
zioni epatiche che diminuirebbero apprezza- - 
bilmente la capacita di fissazione di tale organo 
verso la tiamina. 


Un’indagine sperimentale, in termini quan- 
titativi, sui rapporti tra vitamina B, e solfo- 
carbonismo é stata intrapresa nel topino da 
Maccacaro e Dordi (6, 7). Tali ricerche hanno 
portato alle seguenti conclusioni: 

1) i topini posti in avitaminosi B, risen- 
tono di dosi di solfuro di carbonio che sono 
pressoché inefficaci negli animali della stessa 
specie mantenuti a dieta completa; 

2) il tempo medio di sopravvivenza degli 
animali intossicati e carenzati in tiamina é 
significativamente minore di quello degli 
animali sottoposti alla sola intossicazione; 


3) come controprova si dimostra che la 
somministrazione di tiamina o di cocarbossi- 
lasi nel corso dell’intossicazione solfocarbonica 
cronica, in topini a dieta completa, sopprime 
la comparsa della sintomatologia polineuritica 
ed aumenta sensibilimente il tempo medio di 
sopravvivenza degli animali. 


Da queste osservazioni Maccacaro e Dordi 
traggono la conclusione che Iintossicazione 
solfocarbonica é la risultante di almeno due 
componenti, una delle quali —— da 
un’interazione specifica a livello dei sistemi 
biochimici di cui é protagonista la vitamina By. 

Tali ricerche sono state completate sul piano 
morfologico dall’osservazione istologica delle 
alterazioni riscontrabili negli tan intossi- 
cati con CS, in confronto a quelle presenti 
negli animali intossicati e carenzati in tia- 
mina (8). Tale confronto tuttavia non ha 
messo in evidenza alcuna nota caratteristica 
atta a chiarire ulteriormente il problema. 
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In tutte le ricerche citate non é stata fatta 
tuttavia alcuna indagine sulle variabili biochi- 
miche direttamente connesse con la carenza 
tiaminica e principalmente sul tasso di vitamina 
B, presente nei tessuti degli animali intossicati 
e non. Anche le variazioni eventuali della 
piruvicemia non sono mai state misurate. 
Abbiamo ritenuto percid interessante ripren- 
dere il problema da questo punto di vista 
strettamente fisiologico ed indagare da vicino 
se e quali siano le variazioni che l’avvelena- 
mento con CS, induce sui parametri citati. 
A tali osservazioni abbiamo anche aggiunto 
l’analisi delle variazioni del peso dei surreni 
nel corso del trattamento, assumendo tali va- 
riazioni come indice del grado di stress che 
l’'avvelenamento induce negli animali. E noto 
infatti (9, 10, 11) che parte della sintomato- 
logia che si osserva nell’avitaminosi B, ali- 
mentare rappresenta un corredo aspecifico di 
sintomi riferibili ad un’iperfunzione dell’asse 
ipofisi-surrene, sostenuta dallo stato carenziale 
ed é noto altresi (12) come uno stato di 
stress comunque provocato pud indurre ap- 
prezzabili variazioni del piruvato ematico 
nonché del tasso tiaminico dei tessuti. 


PARTE SPERIMENTALE 


Per i nostri esperimenti abbiamo usato 24 
ratti albini maschi del peso di 43-48 g. Cia- 
scun animale veniva tenuto in una gabbia me- 
tallica separata, attrezzata in modo da evitare 
la ad una temperatura di 20-22°C 
e ad una dieta standard composta di caseina 
lavata e sgrassata 18%; amido di frumento 
65%; olio d’oliva 10%; olio di fegato di 
merluzzo 2%; miscela salina di Osborne- 
Mendel 5%. Tale dieta ¢ essenzialmente priva 
di tutte le vitamine del gruppo B. In partico- 
lare il suo contenuto medio in tiamina, de- 
terminato sperimentalmente, é@ risultato va- 
riare fra 10 e 14 wg per 100 g di dieta. A ciascun 
animale venivano somministrati per os 20 wg 
al giorno di tiamina sciolti in 0,2 ml di HCl 
0,01 N, cui venivano aggiunte le seguenti 
quantita degli altri fattori del complesso B: 
riboflavina 400 wg; piridossina 20 wg; nicoti- 
namide 400 ».g; colina 400 wg; pantotenato di 
Ca 20 ug; acido p-aminobenzoico Io ug. 
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La durata dell’esperimento é stata di trenta 
giorni. 

Gli animali, divisi in tre gruppi di 8 ratti 
ciascuno, venivano pesati a giorni alterni, 
Il primo gruppo venne tenuto come controllo; 
il secondo ed il terzo gruppo furono sotto- 
posti giornalmente all’intossicazione con CS, 
nella maniera seguente: gli animali venivano 
trasportati in cassoni di athe a chiusura er- 
metica forniti di una parte anteriore in vetro 
che permetteva di controllare dall’esterno il 
loro comportamento. Le gabbie venivano 
poste su appositi ripiani a circa 1 m dal fondo 
del cassone. I cassoni avevano una capacita di 
3 m* ed in ciascuno di essi venivano vaporiz- 
zate, mediante un aerosolizzatore, quantita 
variabili di CS,. Tali quantita erano diverse 
per ciascun gruppo. Per il secondo gruppo si 
vaporizzavano 5 ml di CS,, in modo 
creare una concentrazione teorica di mg 2,1/l 
d’aria. Per il terzo gruppo la quantita di CS, 
usata era doppio e la concentrazione finale del 
tossico raggiungeva mg 4,2/I d’aria. 

Un ventilatore posto nel cassone curava 
l’uniforme distribuzione del CS, nell’ambiente. 
Gli animali venivano fatti soggiornare nei 
cassoni per 4 ore, trascorse le quali venivano 
riportati nello stabulario, mentre ai cassoni 
venivano aperte le porte per il ricambio d’aria. 
Per cmadiind le concentrazioni reali di CS, 
createsi durante l’esperimento, abbiamo se- 
guito il dispositivo consigliato da Maccacaro 
e Dordi (6) per il corretto prelievo dei cam- 
pioni d’aria e determinato la concentrazione 
di CS, nell’aria dei cassoni,. secondo Fabre e 
Coll. (13). 

Tali determinazioni hanno permesso di 
stabilire che la concentrazione di CS, da va- 
lori di mg 4,1 € 1,9 rispettivamente all’inizio 
dell’esperimento, scendevano, dopo quattro 
ore, a mg 2,7 e 0,9 per litro. 

Agli animali controllo veniva tolto I’ac- 
cesso al cibo ed all’acqua per un periodo cor- 
rispondente alla permanenza di quelli intossi- 
cati nei cassoni. Gli animali venivano sacri- 
ficati per decapitazione; si prelevavano rapi- 
damente il cervello e campioni rappresenta- 
tivi di muscolo epischeletrico e di fegato. 
Tali tessuti venivano omogenizzati finemente 
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in un mortaio con sabbia di quarzo e sospesi 
in HCl 0,1 N. Sugli estratti si eseguiva la 
determinazione della tiamina totale con il 
metodo fluorimetrico di Hennessy e Cere- 
cedo, nella versione consigliata dalla Asso- 
ciation of Vitamin Chemists (14). Il piruvato 
del sangue veniva determinato con il metodo 
di Friedmann e Haugen, nella versione pro- 
posta da Rindi e Ferrari (15). Le letture fluo- 
rimetriche e spettrofotometriche sono state 
eseguite con spettrofotometro Beckman 
mod. DU. 


RISULTATI E DISCUSSIONE 


Nel nostro esperimento non abbiamo vo- 
luto adottare la condizione di carenza tia- 
minica sovrapposta all’intossicazione con CS, 
perché, per nostra esperienza, gli animali 
carenzati sono assai poco resistenti ad ogni 
sorta di stimolo nocivo sovrapposto; esisteva 
percid il pericolo di vedere questi animali 
venire a morte rapidamente per il concorso 
di circostanze tossiche e carenziali, anche nel 
caso in cui un’interazione vera e propria dei 
due fattori non fosse presente. Quest’ obic- 
zione é valida soprattutto nel nostro esperi- 
mento per cui sono state scelte dosi di CS, 
abbastanza elevate e tali da produrre un’intos- 
sicazione bene apprezzabile nel corso di un 
mese di trattamento. D’altra parte la carenza 
tiaminica non avrebbe permesso di osservare 
eventuali modiche diminuzioni del tasso di 
vitamina B, nei tessuti perché, in questi casi, 
é soprattutto il fattore carenziale 2 prende 


il sopravvento. Abbiamo percid scelto una 
condizione di dieta controllata con sommini- 
strazione di una dose giornaliera di tiamina 
(20 wg), appena sufficiente a coprire il fabbi- 
sogno dell’animale. 

L’esame dei risultati da noi ottenuti (ta- 
belle I e II) dimostra quanto segue: 

1) nei trenta giorni di trattamento, men- 
tre il peso corporeo degli animali controllo 
sale regolarmente — si tratta infatti di giovani 
animali in crescita — quello degli animali 
intossicati con la dose maggiore di CS, ri- 
mane inalterato mentre aumenta, in misura 
sensibilmente inferiore ai controlli, quello 
degli animali trattati con la dose inferiore di 
CS,; 

2) i livelli di tiamina del fegato sono net- 
tamente inferiori negli animali intossicati 
rispetto a quelli degli animali controllo. 
Anche in questo caso la diminuzione é in 
accordo col senso delle dosi di CS, usate, 
essendo massima negli animali trattati con 
la dose pit alta; 

3) il tasso tiaminico del muscolo ha an- 
ch’esso variazioni nel senso di una diminu- 
zione negli animali intossicati. Tali variazioni 
sono meno pronunciate di quelle rilevate nel 
fegato; 

4) i livelli tiaminici del cervello sono 
essenzialmente uguali nei tre gruppi conside- 
rati ed oscillano attorno ad un valore normale. 
Tale risultato non sorprende perché, come é 
noto, il livello tiaminico del cervello é il pid 
costante ed é l’ultimo a modificarsi sotto 


TasBeLta I — Peso corporeo iniziale e finale, peso dei surreni, piruvato ematico e contenuto in tiamina totale 
degli organi di ratti controllo e di ratti intossicati con diverse dosi di CSg. Medie + errore standard. 


Trattamento | Peso iniziale Peso finale wt g Piruvato Contenuto in vitamina Bi (ug 8) 
8 peso corporeo | Fegato Muscolo Cervello 
Ratti controllo .. | 46,6 + 0,89 | 68,6 + 1,54 28,9 + 1,49 1,76 + 0,32 3,69 + 0,16 1,04 + 0,05 | 2,87 + 0,12 
Ratti intossicati 
dose minima di | . 
Cad dktdcocce | 44,6 + 0,47 | $4,2 + 1,50 41,4 + 1,34 2,66 + 0,15 | 3,05 + 0,16 0,92 + 0,09 2,84 + 0,07 
Ratti intossicati | 
(dose massima di | 
§0,6 + 2,21 + 0,07 0,81 + 0,06 2,78 + 
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TaseLta II ~ Significativita statistica delle differenze tra le medie confrontate con il t di Student (valori di P) 


| Gruppi | Peso corporeo | : Dili Contenuto in vitamina B, degli organi 
confrontati finale | Peso surreni ematico | 

| | Fegato Muscolo Cervello 

| | | q 

| Gruppo trattato con 

dose minima -— gruppo 

COMBED: 0,001> P 0,001> P 0,001> P 0,02>P > 0,01 0,05= P 0,8>P>0,7 

Gruppo trattato con 

| dose massima - gruppo 

0,001> P 0,001> P 0,01>P>0,001 0,001> P 0,01>P>0,001| 0,7>P>0,6 | 

| Gruppo trattato con 

| dose massima — gruppo | 

| trattato con dose mi- | 

| 0,01>P>0,001 | 0,9>P>0,8 | 0,01>P>0,001 0,02>P>0,01 | 0,7>P>0,6 


qualunque stimolo, ivi compresa la carenza 
alimentare ; 


5) i valori di piruvicemia sono molto 
elevati negli animali intossicati e raggiungono 
limiti quali si osservano negli ultimi stadi 
dell’avitaminosi B,. Non esiste differenza 
apparente fra i valori della piruvicemia dei 
due gruppi di animali intossicati; 

6) il peso dei surreni cresce per effetto 
dell’intossicazione da CS, in maniera evi- 
dentissima:. Tipertrofia surrenale arriva a 
valori superiori a quelli che si hanno in ge- 
nerale nell’avitaminosi B, alimentare a ter- 
mine. 


Dall’esame dei risultati appare percid che 
nell’intossicazione subcronica da CS, si mani- 
festano alcune note caratteristiche dell’avi- 
taminosi B,: diminuzione del tasso di tiamina 
tessuti, ipertrofia surrenale, iperpiruvi- 
cemia. Tuttavia tali alterazioni mostrano una 
distribuzione ed una successione temporali 
cosi diverse da quelle tipiche della carenza 
alimentare tiaminica, da far escludere l’ipotesi 
di una avitaminosi larvata indotta dal tratta- 
mento con CS,. Infatti la diminuzione dei 
livelli di tiamina é grande in linea assoluta, 
ma non tale da far pensare ad un deficit fun- 
zionale della stessa: i livelli tiaminici presenti 
negli animali intossicati sono dell’ordine di 
grandezza di quelli che si raggiungono con 
cinque giorni 4 dieta carenzata quando an- 
cora nessuna modificazione biochimica pud 
essere messa in evidenza. 
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Soprattutto inesplicabili, sulla base di una 
carenza tiaminica, sono i livelli esaltati di 
piruvicemia che si riscontrano negli animali 
dopo intossicazione con CS,. L’iperpiruvi- 
cemia non pud avere infatti, in questo caso, 
il significato di un blocco metabolico da ca- 
renza coenzimatica, in quanto il tasso tiami- 
nico residuo nei tessuti é tale da consentire 
il normale corso delle reazioni che portano 
allo smaltimento del piruvato. 

Rimane percid lipotesi di una iperprodu- 
zione di piruvato, ipotesi che é@ avvalorata 
dalla presenza di un’imponente ipertrofia 
surrenale negli animali trattati. 


Si potrebbe trattare pertanto di uno stato di 
stress, provocato dall’intossicazione solfocar- 
bonica, il quale, com’é noto, provoca ipertrofia 
surrenalica con aumento dufincresione di 
corticoidi ed iperpiruvicemia. In tale quadro 
pud allora ian agevolmente anche la 
diminuzione dei tassi tessutali di vitamina B,. 
Rindi e Coll. (12) infatti hanno dimostrato 
che il trattamento di ratti a dieta completa 
con dosi di cortisone di 1 e 4 mg pro die, 
provoca, accanto ad una esaltazione della 
piruvicemia, anche un modesto ma evidente 
calo del contenuto in tiamina del fegato, del 
muscolo e del cervello. 

E evidente che in questo caso la diminu- 
zione del tasso di tiamina degli organi ha 
il significato di un’aumentata richiesta me- 
determinata dall’iperproduzione di 
piruvato. 
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RIASSUNTO 


Giovani ratti esposti all’intossicazione subcronica 
con CS, mostrano alcune note caratteristiche della 
carenza tiaminica: a) diminuzione del peso corpo- 
teo; b) calo del tasso di vitamina B, del fegato e 
del muscolo; ¢) iperpiruvicemia; d) ipertrofia surre- 
nale. Viene discusso il significato di tali alterazioni 
in rapporto ad una eventuale correlazione fra intossi- 
cazione solfocarbonica e carenza tiaminica. Gli 
Autori non ritengono quest’ultima sufficientemente 
provata ed interpretano 1 dati sperimentali sulla base 
di uno stress provocato dall’intossicazione con CSo. 


RESUME 


Sur la corrélation entre la carence de thiamine et l’intoxi- 
cation sulfocarbonique chez le rat. 

Les rats jeunes exposés 4 l’intoxication sub-chro- 
nique avec CS, montrent certaines caractéristiques 
de carence de thiamine: a) diminution du_ poids 
corporel; 6) baisse du taux de vitamine B, du foie 
et du muscle; c) hyperpyruvicémie; d) hypertrophie 
surrénale. L’on discute la signification de telles alté- 
rations par rapport 4 une éventuelle corrélation entre 
l'intoxication sulfocarbonique et la carence de thia- 
mine. Les auteurs ne retiennent point que cette 
derniére soit suffisamment prouvée et interprétent les 
données expérimentales sur la base d’un stress pro- 
voqué par Fintoxication de CSo. 


SUMMARY 


On the correlation between thiamine deficiency and carbon 
disulfide poisoning in the rat. 

Young rats exposed to subchronic carbon disulfide 
poisoning show some typical symptoms of thia- 
mine deficiency: a) decrease of the body weight; 
b) decrease of the vitamin B, content in liver and 
muscle; c) increase of blood pyruvic acid; d) hyper- 
trophy of the adrenals. The significance of these 
findings is discussed with reference to a possible 
correlation between carbon disulfide poisoning and 
thiamine deficiency. It is felt that this correlation 
does not appear to be sufficiently proved and that 
the experimental data can be interpreted on the base 
of a stress determined by the carbon disulfide 
poisoning. 


ZUSAMMENFASSUNG 
Ueber die Beziehungen zwischen Tiaminmangel und 
Vergiftung mit Schwefelkohlenstoff bei der Ratte. 
Junge Ratten, welche einer subchronischen Ver- 
giftung durch Schwefelkohlenstoff ausgesetzt wurden, 
zeigen einige fiir den Tiaminmangel charakteristischen 


Merkmale: a) Gewichtsverminderung; 6) Herabset- 
zung des Gehaltes an Vitamin B, in der Leber und 
im Muskel; c) Erhéhung des Brenztraubensaureni- 
veaus im Blute; d) Hypertrophie der Nebenniere. 
Die Bedeutung solcher Abanderungen mit Hinsicht 
auf eventuelle Beziehungen zwischen Schwefelkohl- 
enstoffvergiftung und Tiaminmangel wird erértert. 
Die Verfasser sind nicht der Meinung, dass letzterer 
geniigend bewiesen ist und deuten die experimentellen 
Ergebnisse im Sinne eines durch die Vergiftung mit 
Schwefelkohlenstoff hervorgerufenen Stresses. 


RESUMEN 


Sobre la correlacién entre la carencia de tiamina y la 
intoxicacién sulfocarbénica en la rata. 


Las ratas j6venes expuestas 4 la intoxicacién sub- 
crénica con CSg muestran algunas caracteristicas 
marcadas de carencia de tiamina: a) disminucién 
del peso del cuerpo; 6) descenso de la tasa de vita- 
mina B, del higado y del musculo; c) hiperpiruvi- 
cemia; d) hipertrofia suprarrenal. Se discute aaa 
ficado de estas alteraciones en correspondencia con 
una correlacién posible entre intoxicacién sulfocar- 
bonica y carencia de tiamina. Los autores consideran 
que esta ultima no esta suficientemente comprobada 
e interpretan los datos experimentales sobre la base 
de un stress provocado por la intoxicacién con CSo. 
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ISTITUTO DI PATOLOGIA SPECIALE MEDICA E METODOLOGIA CLINICA DELL’UNIVERSITA DI NAPOLI 


(Direttore: Prof. F. Magrassi) 


Influenza della somministrazione di dosi elevate di alcuni 
aminoacidi sulle attivita transaminasiche del fegato di topo 


M. COLTORTI - L. MALLUCCI 


Le conoscenze relative all’influenza eser- 
citata negli animali superiori da modificazioni 
quantitative nell’apporto dietetico di deter- 
minati metaboliti sui sistemi enzimatici col- 
legati alla loro utilizzazione, sono piuttosto 
scarse ec frammentarie. 

Ostacoli alla realizzazione di precise no- 
zioni e di conclusioni sicure in questo settore 
di ricerca derivano sia dalla esiguita delle 
indagini finora compiute, sia dalla comples- 
sita dei processi metabolici e della loro re- 
golazione nei metazoi. 

Al contrario sono ben noti negli organismi 
unicellulari i fenomeni enzimatici provocati 
dall’aggiunta ai mezzi di cultura di certe 
sostanze, capaci di modificare quantitativa- 
mente, ed anche qualitativamente, il patri- 
monio enzimatico cellulare, inducendo |’au- 
mento o la comparsa ex novo di enzimi, 
correlati al metabolismo delle sostanze ag- 
giunte, che erano presenti in scarsissima con- 
centrazione o addirittura assenti nell’ organi- 
smo, prima che venisse a contatto con esse. 

Tale fenomeno, definito adattamento enzi- 
matico, & stato ampiamente dimostrato nei 
batteri (1, 2, 3). 

Negli animali superiori, si sa che la sommi- 
nistrazione di triptofano per via orale o paren- 
terale nel ratto determina un rapido aumento 
di triptofano-perossidasi e di formilasi nel 
fegato (4, 4 bis, 5), che la somministrazione di 
xantina nel topo é in grado di indurre un 
aumento di xantino-ossidasi epatica (6, 7), e 
che nell’embrione di pollo si ottiene aumento 
cospicuo di attivita adenosin-deaminasica dopo 
somministrazione di adenosina (8) e di at- 
tivita fosfatasica alcalina dopo somministra- 


zione di fenilfosfato (9). Tutti questi fatti 
possono essere inquadrati nell’ambito del 
concetto generale di adattamento enzimatico 
e costituiscono elementi dimostrativi in favore 
della possibilita che negli organismi superiori 
si verifichino sintesi indotte di enzimi. 

Inoltre é noto che la somministrazione di 
dieta ricca in arginina o contenente un’elevata 

uota proteica provoca aumento nel fegato 
delle attivita arginasica (10), uricasica (II) e 
xantino-ossidasica (12). 

Recentemente Borel e Coll. (13) sono stati 
in grado di dimostrare che nel fegato di ratti 
sottoposti a regime carneo si ha un’elevazione 
altamente significativa delle attivita transa- 
minasiche alanina-chetoglutarico ed aspartico- 
-chetoglutarico, mentre altre attivita enzima- 
tiche vengono modificate di poco ed in ma- 
niera scarsamente significativa. Questi risul- 
tati, pur non potendo essere considerati stret- 
tamente in relazione ad una «sintesi adat- 
tativa» di enzimi, nel senso che ordinaria- 
mente si attribuisce a tale definizione (sintesi 
specificamente indotta di un determinato 
enzima da parte di un substrato, agente come 
induttore), in quanto la dieta ad alto tenore 
proteico pud provocare una elevazione non 
specifica di numerosi altri enzimi (arginasi, 
14; xantino-ssidasi, 15, 16; D-aminoacidossi- 
dasi, 17), sono stati interpretati come espres- 
sione di un adattamento metabolico a quel 
determinato tipo di alimentazione: in parti- 
colare, considerando il ruolo che eli enzimi 


transaminanti possono svolgere nel processo 
della neoglicogenesi, come un adattamento 
all’esigenza di un’esaltazione della neoglico- 
genesi, indotta dalla dieta sperimentata, avente 
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un elevato tenore proteico ed una scarsissima 
quota glicidica. 

Nell’ambito di tali premesse, ed in consi- 
derazione di questi ultimi risultati, abbiamo 
creduto opportuno ~— se un analogo 


fenomeno fosse riscontrabile somministrando 
ad animali da esperimento, oltre alla comune 
dieta di laboratorio, una quantita piuttosto 
elevata di quegli aminoacidi che costituiscono 
i substrati naturali dei due enzimi transami- 
nanti studiati dagli AA. sopra citati. 

Tale ricerca avrebbe potuto infatti darci 
ragguagli pit significativi e peculiari che non 
quelli ottenuti con la dieta genericamente 
iperproteica, in cui i fattori in gioco nel de- 
terminismo delle variazioni enzimatiche po- 
tevano essere molteplici e meno specifici. 


PARTE SPERIMENTALE E RISULTATI 


Topi del peso medio di g 20 tenuti a dicta 
di Vogt e Moeller (*) adeguatamente supple- 
mentata, sono stati suddivisi in diversi gruppi 


(*) Dieta fornita dai Laboratori dei Dottori Piccioni di Brescia 
(Vedi: Piccioni: «Regimi alimentari e diete carenti per ani- 
mali da Laboratorio », V* Edizione). 


che sono stati sottoposti ai seguenti tratta- 
menti: 

I gruppo: animali di controllo, non sot 
toposti ad alcun trattamento; 

II gruppo: mg 25 di L-alanina (Roche) 
in soluzione acquosa neutralizzata, 2 volte al 
di sottocute ; 

III gruppo: mg 25 di acido L-aspartico 
(Roche), come sopra; 

IV gruppo: 25 mg di acido L-glutamico 
(Merck), come sopra. 


Dopo 10 giorni di trattamento gli animali 
dei vari gruppi, che nel frattempo non ave- 
vano mostrato alcuna turba dell’accrescimento 
ponderale né manifestazioni tossiche di alcun 
genere, sono stati sacrificati per decapitazione 
e dissanguamento. 

Con il fegato rapidamente prelevato sono 
stati eseguiti omogenati all’1% in acqua a 
temperatura del ghiaccio fondente in omo- 
geneizzatori di vetro tipo Potter-Elvehjem. 
La determinazione delle attivita transamina- 
siche aspartico-chetoglutarico ed alanina-che- 
toglutarico é stata compiuta secondo la tecnica 
descritta da Tonhazy e Coll. (18). Su aliquote 
degli stessi omogenati é stata eseguita la de- 


TABELLA 
Gruppi di animali non trattati trattati con trattati con trattati con acido | 
L-alanina acido L-aspartico| _L-glutamico 
| | 
} 
Attivita transaminasica aspartico-chetoglutarico (*) .. 10,44 10,41 11,35 9,50 
Differenze % rispetto agli animali non trattati ..... _ — 0,28 + 8,71 — 9,00 
| > 0,05 > 0,05 > 0,05 
Attivita transaminasica alanina-chetoglutarico (**) . . . 12,86 } 9,36 | 11,98 9:75 | 
| | 
Differenze % rispetto agli animali non trattati..... _- | — 27,21 | — 6,84 — 24,12 
| | 


(*) moli di ossalacetato formato da 10 mg di tessuto fresco in 10’ a 37°C. 


in 10’ a 37° C. 
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(**) 4 moli di piruvato formato da 10 mg di tessuto fresco 
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terminazione delle proteine secondo la meto- 
dica descritta da Fornaini e Segni (19). Fram- 
menti di fegato degli colin sottoposti al 
trattamento con i varii aminoacidi sono stati 
utilizzati per l’allestimento di preparati isto- 
logici (fissazione in formalina 10%, colora- 
zione con ematossilina-eosina), allo scopo di 
accertarci se la somministrazione degli ami- 
noacidi avesse determinato eventual: altera- 
zioni epatiche morfologicamente evidenziabili. 

I risultati delle determinazioni enzimatiche 
sono riportati nella tabella. 

Tali risultati dimostrano che: 


— l’attivita aspartico-chetoglutarico transa- 
minasi non é significativamente influenzata 
dal trattamento con alcuno degli amino- 
acidi usati; 

— lattivita alanina-chetoglutarico transami- 
nasi invece é significativamente diminuita 
negli animali trattati con alanina e con 
acido glutamico, mentre non presenta 
variazioni significative nel gruppo di 
animali trattati con acido aspartico. 


Dal punto di vista istologico, negli animali 
trattati con alanina non sono stati evidenziati 
aspetti patologici; negli animali trattati con 
acido aspartico erano presenti note modeste 
di degenerazione albuminoidea; alterazioni 
pi cospicue, e diffuse, caratterizzate da de- 
generazione albuminoidea e da chiari segni di 
degenerazione vacuolare estesa ad una buona 
parte del parenchima epatico esaminato, 
sono state repertate negli animali trattati con 
acido glutamico. 


DISCUSSIONE 


Per valutare il significato dei risultati otte- 
nuti, ci sembra opportuno polarizzare la discus- 
sione su due aspetti che riteniamo egualmente 
importanti, emergenti dai dati della nostra 
sperimentazione. 

Il primo si riferisce alla mancata osserva- 
zione di un aumento delle attivita transami- 
nasiche in seguito al trattamento con i singoli 
aminoacidi, costituenti i substrati biologici 
delle reazioni enzimatiche prese in esame. 

Possiamo pertanto affermare che, nelle 
condizioni sperimentali adottate, non siamo 


riusciti ad evidenziare modificazioni da rife- 
rire a fenomeni di sintesi adattativa degli 
enzimi studiati. 

La negativita dei risultati in questo senso non 
pud costituire motivo di sorpresa ed appare 
giustificabile, se si consideri da negli animali 
superiori la sintesi indotta di enzimi da parte 
dei rispettivi substrati ¢ un fenomeno rela- 
tivamente difficile ad essere evidenziato. Infatti, 
perché si riesca ad ottenere la neosintesi di 
un enzima adattativo, come sottolineano Man- 
goni, Pennetti e Spadoni (7), é necessario che 
si realizzi una concentrazione di substrato che 
sia in eccesso rispetto alla preesistente dispo- 
nibilita dell’enzima, senza peraltro giungere 
a fenomeni da correlare alla tossicita propria 
del substrato oltre una data concentrazione. 
Poiché la disponibilita degli enzimi negli 
organismi superiori é¢ notevolmente elevata 
in genere alle normali esigenze fisiologiche, 
appare comprensibile come l’apporto anche 
di una quantita cospicua di substrato possa 
non riuscire a provocare sintesi ex novo di 
molecole enzimatiche come fenomeno di 
adattamento. 

La validita di tale assunzione é confermata 
da quelle osservazioni dimostranti che la sin- 
tesi adattativa di enzimi é pid chiaramente e 
pitt facilmente realizzabile allorché la quota 
basale dell’enzima sia bassa, ad esempio in 
seguito a dieta ipoproteica (7, 20, 21). 

D’altra parte, fenomeni definiti come di 
adattamento enzimatico, sono talora soltanto 
espressioni di variazioni non specifiche di 
sintesi proteiche. 

Anche recentemente Auerbach e Waisman 
(22) non sono riusciti a dimostrare sintesi 
adattativa di arginasi, istidasi, fenilalanina- 
transaminasi nel fegato di ratti trattati con i 
rispettivi substrati. E anche probabile che 
eventuali sintesi di enzimi adattativi possano 
pit facilmente realizzarsi in condizioni, come 
quelle presenti nel corso della vita embrio- 
nale o nello stato neonatale, in cui si pud 
supporre che la potenzialita protidosintetica 
sia massima e presumibilmente non ancora del 
tutto orientata, e¢ possa pertanto subire pit 
facilmente l’orientamento indotto dalla pre- 
senza di elevata quantita di un determinato 
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substrato, fisiologicamente presente solo in 
concentrazione molto bassa. 

A questo proposito ci sembra interessante 
l'ipotesi formulata da Monod (2), secondo la 
quale, sempre nell’ambito delle possibilita 
definite dal patrimonio genico dell’organismo, 
potrebbe essere considerata un fenomeno adat- 
tativo anche la sintesi degli enzimi cosiddetti 
« costitutivi», che entrano nella costituzione 
del normale patrimonio enzimatico cellulare. 

Il secondo aspetto dei risultati delle nostre 
esperienze che dobbiamo sottolineare é¢ quello 
che si riferisce alla diminuzione dell’ attivita 
transaminasica alanina-chetoglutarico negli ani- 
mali trattati con alanina e con acido gluta- 
mico. 

Riteniamo che I’interpretazione di questi 
fatti possa essere data, sia pure in via ipotetica, 
alla luce delle nozioni attuali sui fenomeni 
di antagonismo biologico tra gli aminoacidi. 

E stato chiaramente documentato per nu- 
merosi batteri che l’aggiunta in eccesso di un 
aminoacido ad un medium altrimenti idoneo 
alla crescita ottimale, provoca un netto rallen- 
tamento della loro moltiplicazione. Tale ef- 
fetto é da mettere in rapporto ad un blocco 
della sintesi proteica batterica da parte del- 
l’aminoacido in eccesso, presumibilmente per 
un’azione competitiva esercitata da questo 
ultimo nei confronti di altri aminoacidi pre- 
senti nel terreno in quantita appena sufficiente 
€ sintetizzati solo tardivamente dal micror- 
ganismo. Conferisce validita a tale ipotesi 
il fatto che antagonismo reciproco in genere 
si verifica tra aminoacidi aventi simiglianza 
di struttura molecolare. Tali fenomeni sono 
stati di recente passati in rassegna e descritti 
da Quagliariello (23) alla cui trattazione ri- 
mandiamo per la loro esposizione analitica. 

Anche negli animali superiori esistono 
esempi dimostranti la possibilita che l’eccesso 
di un dato aminoacido sia in grado di provo- 
care fenomeni di antagonismo biologico espri- 
mentisi attraverso sofferenze ed arresto pon- 
derale degli animali trattati. 

Secondo Quagliariello (1. c.) « ’aminoacido L 
in eccesso si sostituirebbe ad un altro diverso 
aminoacido evidentemente sempre della serie L, 
interrompendo o rallentando cosi importanti 
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fasi metaboliche ». E logicamente prevedibil 
che, perché le sintesi proteiche si possano rea 
lizzare in modo ottimale, l’organismo deve 
avere a disposizione una sufficiente quanti} 
di aminoacidi in rapporti quantitativi idonei, 
La brusca e grave rottura di tale equilibrio 
potrebbe determinare rallentamento o inibi 
zione della sintesi proteica, estrinsecantes 
con maggiore evidenza per quelle proteine 
la cui sintesi esige uno o pitt aminoacidi anta- 
gonizzati da quello, o da quelli, in eccesso. 

Sulla base di tali premesse, si pud pensare 
che la diminuzione Jett attivie alanina-cheto- 
glutarico transaminasica sia la conseguenza 
dello squilibrio metabolico indotto dall’ec- 
cesso di uno o di un altro degli aminoacidi 
artificialmente somministrati. Questa inter- 
pretazione faciliterebbe ancora la spiegazione 
del fatto che uno solo dei due enzimi studiati 
e solo a seguito della somministrazione di 
alcuni aminoacidi, viene influenzato, pro- 
babilmente a causa della composizione in 
aminoacidi della sua meta apoenzimatica. 

Tale comportamento sarebbe meno facil- 
mente spiegabile se si volesse riportare ad una 
azione tossica generica esercitata dall’eccesso 
di aminoacido somministrato. 

Un ultimo punto sul quale dobbiamo bre- 
vemente soffermarci é quello relativo alla 
diversita tra i nostri risultati e quelli gia citati 
da Borel e Coll. (13). 

Riteniamo che tale discordanza sia soltanto 
apparente ed in rapporto all’assoluta diversita 
delle condizioni di esperimento. Infatti, nelle 
condizioni di regime iperproteico ed ipogli- 
cidico che tali AA. hanno adottate, é presu- 
mibile che I’elevato apporto di proteine eso- 
gene, accompagnato alla pressoché totale 
assenza di apporto glicidico, costituisca un 
fattore che da un lato limiti la necessita di uno 
elevato metabolismo proteico tissutale, mentre 
dall’altro imponga un’accentuata neoglico- 
genesi protidica. Ed in effetti sembra che |’im- 
portanza metabolica delle attivita transamina- 
siche sia da porre in rapporto non tanto ai ee 
cessi di sintesi proteica, quanto a quelli della 
neoglicogenesi. 

stato dimostrato, a tal proposito, che in 
condizioni di esaltata neoglicogenesi, ad esem- 
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pio da somministrazione di ormoni glicoat- 
tivi (24, 25, 26, 27), si ha una elevazione 
delle attivita transaminasiche epatiche, in 
particolare dell’attivita alanina-chetoglutarico, 
che pill prontamente risponde allo stimolo 
ormonale (cortisone, idrocortisone, predni- 
sone) anche in condizioni di carenza piridos- 
sinica. 

Ci sembra pertanto che l’aumento delle 
attivita transaminasiche osservato nelle espe- 
rienze di Borel e Coll. (13) sia da porre in 
relazione alla particolare situazione meta- 
bolica, caratterizzata da una stimolazione della 
neoglicogenesi di origine proteica, provocata 
dallo squilibrio glicidico-protidico 
Si potrebbe quindi, in tal caso, parlare 
di adeguamento del metabolismo cellulare 
alla contingente situazione dietctica, pit che 
di una sintesi adattativa di enzimi, secondo 
il significato che ordinariamente si attribuisce 
a tale definizione. 

Nelle nostre condizioni invece, coerente- 
mente alle premesse dottrinali sinteticamente 
esposte, siamo inclini a concludere che la 
diminuzione di una delle due attivita enzima- 
tiche studiate, rappresenti la conseguenza di una 
turba della sintesi proteica, sia pure limitata 
ad alcuni tipi di molecole proteiche, di- 
pendente dallo squilibrio dall’ele- 
vato apporto di singoli aminoacidi, e per- 
tanto possa essere inquadrata nell’ ambito 
dei fenomeni di antagonismo biologico fra 
aminoacidi. 


RIASSUNTO 


E stata studiata l’influenza della somministrazione 
per via sottocutanea nel topo di elevate quantita di 
singoli aminoacidi della serie L (alanina, acido aspar- 
tico, acido glutamico) sulle attivita transaminasiche 
aspartico- ed alanina-chetoglutarico del fegato. E 
stato osservato che, mentre l’attivita aspartico-che- 
toglutarico non viene influenzata dal trattamento 
con alcuno dei tre aminoacidi studiati, l’attivita 
alanina-chetoglutarico subisce una riduzione signi- 
ficativa negli animali trattati con alanina e con acido 
glutamico. Il fenomeno viene discusso alla luce 
delle attuali conoscenze sull’antagonismo biologico 
fra aminoacidi ed interpretato come possibile conse- 
guenza di un’alterata sintesi di molecole enzimatiche 
indotta dallo squilibrio provocato dall’elevata dose 
dei singoli aminoacidi sperimentalmente sommini- 
Strati. 


RESUME 


Influence de l’administration de doses élevées de certains 
acides aminés sur les activités transaminasiques du foie 
de souris. 


Les auteurs ont étudié l’influence de |’admini- 
stration par voie sous-cutanée chez la souris d’une 
forte quantité de différents acides aminés de la série 
L (alanine, acide aspartique, acide glutamique) sur 
les activités transaminasiques aspartico- et alanina- 
-cétoglutariques du foie. Ils ont observé que, 
tandis que l’activité aspartico-cétogluratique n’est pas 
influencée par le traitement utilisant 4 tour de rdle 
les trois acides aminés étudiés, l’activité alanine- 
-cétoglutarique subit une réduction significative chez 
les animaux traités par alanine et par acide glutami- 
que. Les auteurs discutent ce phénoméne 4 Ja lumiére 
des connaissances actuelles sur l’antagonisme bio- 
logique entre acides aminés et ils l’interprétent comme 
la conséquence possible d’une altération de la syn- 
thése des molécules enzymatiques, due au déséqui- 
libre provoqué par la forte dose de chaque acide 
aminé administré expérimentalement. 


SUMMARY 


Influence of the administration of high doses of some 
aminoacids on transaminase activities in the liver of 
the rat. 


Aspartic-and alanine-ketoglutaric transaminase ac- 
tivities of the liver were studied in the rat following 
subcutaneous administration of high doses of single 
aminoacids of the L series (alanine, aspartic acid, 
glutamic acid). It was observed that, while aspartic- 
-ketoglutaric activity is not influenced by treatment 
with any of the three aminoacids, alanine-ketoglu- 
taric activity shows a significant decrease in the 
animals treated with alanine and glutamic acid. 
These findings are discussed in the light of the avai- 
lable knowledge on the biological antagonisms of 
aminoacids, and interpreted as a possible conse- 
quence of an altered synthesis of enzyme molecules, 
following the unbalance experimentally induced 
by the administration of high doses of single ami- 
noacids. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Einfluss einiger Aminosduren auf die Transaminase- 
aktivitaten der Mduseleber, bei Verabreichung hoher 


Dosen. 


Es wurde der Einfluss der subkutanen Verabrei- 
chung in der Maus von hohen Dosen einzelner 
Aminosiuren der Serie L (Alanin, Asparaginsiure, 
Glutaminsiure) auf die Transaminase-Asparagin- 
und Alaninketoglutar-Aktivitit der Leber gepriift. 
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Es wurde dabei beobachtet, dass bei Tieren, welche 
mit Alanin und Glutaminsaure behandelt wurden, 
die Alaninketoglutar-Aktivitat eine bedeutende He- 
rabsetzung erfahrt, wihrend die Asparaginketoglutar- 
Aktivitit durch Behandlung ohne dieser drei ge- 
priiften Aminosaduren nicht beeinflusst wird. Das 
Phinomen wird im Licht der jetzigen Kenntnis 


iiber den biologischen Antagonismus zwischen 
Aminosauren besprochen und als mégliche Folge 
einer abnormalen Synthese von enzymatischen 
Molekiilen, veranlasst vom Mangel an Gleichgewicht, 
welcher durch die versuchsweise verabreichten 
hohen Dosen der einzelnen Aminosaduren hervor- 
gerufen wird, aufgefasst. 


RESUMEN 


Influencia de la administracién de fuertes dosis de algunos 


aminodcidos sobre las actividades transamindsicas del 
higado de ratén. 


Se ha estudiado la influencia de la administracién 
en el raton, por via subcutanea y por separado, de 
una fuerte cantidad de varios aminodcidos de la 
serie L (alanina, acido aspartico, acido glutamico) 
sobre las actividades transamindsicas aspartico- y 
alanina-cetoglutaricas del higado. Se ha observado 
que, mientras la actividad aspartico-cetoglutarica 
no es influida por el tratamiento practicado con 
cada uno de los tres aminoacidos estudiados, la activi- 
dad alanina-cetoglutarica sufre una reduccién signi- 
ficativa en los animales tratados con alanina y con 
acido glutamico. Los autores discuten este fendmeno 
a la luz de los conocimientos actuales sobre el anta- 
gonismo bioldgico entre aminodcidos, interpretan- 
dolo como consecuencia posible de una alteracién 
de la sintesis de las moléculas enzimicas, debida al 
desequilibrio provocado por la fuerte dosis de cada 
aminoacido administrado experimentalmente. 
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LABORATORI DELLA DIREZIONE MEDICA CENTRALE DELLA LEPETIT S.p. A. - MILANO 
(Direttore: Prof. F. M. Chiancone) 


Carbossi-metiliden-idantoina e acido orotico 


F, M. CHIANCONE 


L’ipotesi che attribuisce alla s-carbossi-me- 
tiliden-idantoina (s-CMI) azione antagonista 
rispetto all’acido orotico (1) riveste interesse 
articolare per tutte le ricerche sul ruolo del- 
nella fisiologia e nella patologia 
umana e sperimentale. 

Esaminando i dati della letteratura nel 
quadro dei nostri studi sugli aspetti nutrizio- 
nali dell’acido orotico (2), abbiamo trovato che 
Manna e Hauge (3) hanno descritto per la 
s-CMI un effetto stimolante la crescita pon- 
derale del ratto, sebbene al di sotto dei limiti 
di significativita. Mentzer e Ratsimamanga 
registrano invece un effetto inibente (1) e, 
poiché l’acido orotico aveva dimostrato in 
esperienze parallele un’azione favorente lo 
sviluppo dd ratto (4), questi AA. affermano 
che i s-CMI é antagonista dell’acido oro- 
tico (1). Non @ stato tuttavia studiato tale 
antagonismo con un esperimento di sommi- 
nistrazione di entrambe le sostanze nello stes- 
so animale. 

D’altra parte Wright e Coll., che in alcune 
prove con s-CMI avevano trovato un’azione 
di stimolo sulllo sviluppo di L. bulgaricus (5), 
successivamente non hanno piii riscontrato tale 
effetto, che nel primo esperimento era dovuto 
a presenza di acido -orotico come impu- 
rezza (6). 

Noi abbiamo condotto nel nostro Labora- 
torio due serie di esperimenti, una sullo svi- 
luppo di L. bulgaricus 09 ed una sulla crescita 
del ratto immaturo, saggiando I’azione della 
s-CMI da sola o associata all’acido orotico. 
Sopra l’azione dell’acido orotico abbiamo gia 
tiferito i nostri dati al 3° Congresso Interna- 
zionale di Biochimica (7). 


Comunicazione al IV° Congresso Internazionale di Biochimica, 
Vienna, 1-6 settembre 1958. 


I risultati delle ricerche su L. bulgaricus si 
possono cosi riassumere: 

1) lacido orotico ha una netta azione di 
stimolo sullo sviluppo di L. bulgaricus og, 
mentre sullo stesso ceppo la s-CMI non ha 
alcuna azione; 


2) in terreno di cultura contenente acido 
orotico pit s-CMI lo sviluppo di L. bulgari- 
cus 09 & uguale a quello che si ottiene con 
terreno contenente soltanto acido orotico; 
leffetto di questo acido cioé non viene anta- 
gonizzato dalla s-CMI. 

Per i particolari su questi esperimenti ri- 
mandiamo al lavoro di Nani (8), dal quale 
abbiamo ricavato il grafico qui riprodotto. 

I risultati delle ricerche sul ratto si riferi- 
scono ad esperimenti effettuati con una dieta 
completa ed equilibrata, addizionata delle 
sostanze in studio e somministrata ad libitum 
per 40 giorni a gruppi di rattine del ceppo 
Wistar, del nostro allevamento di Laboratorio, 
del peso di g $5 + 5. 

Abbiamo riunito brevemente nella tabella 
i dati relativi a queste prove; nelle condizioni 
sperimentali da noi realizzate, essi_ mostrano 
che: 

1) la s-CMI non ha influenzato in ma- 
niera significativa la crescita ponderale di 
rattine immature, né il peso aie e del- 
l’ovaio; 

2) la somministrazione contemporanea di 
s-CMI e di acido orotico, nelle dosi da noi 
usate, non ha modificato significativamente 
né lo sviluppo del peso corporeo né il peso 
dell’utero e dell’ovaio di rattine immature. 
Secondo numerose prove eseguite in pre- 
cedenza nel nostro lacido orotico 
addizionato alla stessa dieta non influenza 
laccrescimento di rattine immature. 
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CURVE DI CRESCITA DI L. BULGARICUS 09. 
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Acido orotico yg/to ml 5-CMI pg/10 
terreno di cultura 


terreno di cultura terreno di cultura 


a) effetto dell’acido orotico. b) effetto di una concentrazione fissa di s-CMI (100 y/10 ml di terreno di cultura) e di concentrazioni 


variabili di acido orotico. C) effetto di una concentrazione fissa di acido orotico (50 pg/10 ml di terreno di cultura) e di con- 
centrazioni variabili di s-CMI. 


EFFETTO DELLA 5-CARBOSSI-METILIDEN-IDANTOINA (5-CMI) SUL PESO CORPOREO E SUL PESO DEGLI 
ORGANI SESSUALI DI RATTI MANTENUTI AD UNA DIETA COMPLETA ED EQUILIBRATA (*). 


(valori medi + errore standard) 


a - -- 167 + 4,8 31,3 + 1,2 192 + 22,9 
b 0,5 171 6,0 32,5 + 2,2 203 + 37,8 
c 0,5 0,§ 170 5,6 35,8 + 2,5 208 + 20,0 
d 2,0 174 + 6,3 33,9 + 1.7 225 + 24,1 
e 1,0 2,0 163 + 7,0 36,2 + 2,4 199 + 12,1 


(*) Composizione della dieta: caseina lavata 18, amido §8, saccarosio 10, olio di mandorle 10, miscela salina Osborne-Mendel 4, 
vitamina D 50 U.J., vitamina K 20 yg; ogni chilo di dieta era addizionato delle seguenti vitamine: tiamina 2 mg, lattoflavina 4 mg, 
piridossina 6 mg, d-pantotenato di calcio 10 mg, nicotinamide 60 mg, p-aminobenzoato di socio 600 mg, acido folico 200 ug; bio- 


tina 100 ug, vitamina B,2 20 pg, inositolo 300 mg, colina 600 mg. Una volta alla settimana: vitamina A 350 U.L. e alfa-tocofe- 
rolo 6 mg. 
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Queste nostre ricerche ci permettono quindi 
di concludere che: 


1) la s-CMI non influenza lo sviluppo di 
L. bulgaricus 09 (in accordo con Wright e 
Coll.) né la crescita ponderale di ratti immaturi; 


2) la s-CMI non antagonizza l’azione di 
stimolo sullo sviluppo di L. bulgaricus o9 
esercitata dall’acido orotico; 


3) la s-CMI non influenza la crescita 
ponderale di ratti immaturi alimentati con 
dieta completa ed equilibrata addizionata di 
acido orotico (esso stesso d’altronde senza 
effetto sulla crescita di ratti a dieta completa 
ed equilibrata). 


RIASSUNTO 


E stata sottoposta a controllo sperimentale l’ipo- 
tesi di un antagonismo fra la_s-carbossi-metiliden- 
-idantoina ed acido orotico sulla crescita di L. bul- 
garicus o di ratti immaturi. La s-carbossi-metiliden- 
-idantoina non si oppone all’effetto stimolante del- 
lacido orotico sullo sviluppo di L. bulgaricus e non 
influenza l’accrescimento ponderale del ratto adieta 
completa ed equilibrata, addizionata o non di acido 
orotico. 


RESUME 
Carboxi-méthylidéne-hydantoine et acide orotique. 


L’hypothése d’un antagonisme entre le s-carboxi- 
-méthylidéne-hydantoine et l’acide orotique sur le 
développement du L. bulgaricus ou de rats prématurés 
a été soumise au contréle expérimental. Le 5-carboxi- 
-méthylidéne-hydantoine ne s’oppose point a l’effet 
stimulant de l’acide orotique sur le développement 
du L. bulgaricus et n’a aucune influence sur l’augmen- 
tation pondérale du rat soumis 4 une diéte compléte 
et équilibrée 4 laquelle l’on addition.ie ou non de 
acide orotique. 


SUMMARY 


Carboxy-methylidine-hydantoin and orotic acid. 


The a of an antagonism between 5$-car- 
boxy-methylidine-hydantoin and orotic acid on the 


growth of L. bulgaricus and/or of immature rats 
has been submitted to experimental control. $-car- 
boxy-methylidine-hydantoine does not antagonize 
the stimulant effect of orotic acid on the growth of 
L. bulgaricus and has no action on the weight curve 
of ratsfed a complete and balanced diet, whether 
or not this is additioned with orotic acid. 


ZUSAMMENFASSUNG 
Carboxy-methyliden-idantoin und Orotsdure. 

Die Hypothese eines Antagonismus zwischen 
s-Carboxy-methyliden-idantoin und Orotsaiure beim 
Wachstum des L. bulgaricus oder unreifer Ratten 
wurde einer experimentellen Kontrolle unterzogen. 
Das §-Carboxy-methyliden-idantoin wirkt dem sti- 
mulierenden Effekt der Orotsadure auf die Entwickl- 
ung des L. bulgaricus nicht entgegen; ausserdem 
iibt es auf die K6rpergewichtserhGhung der mit 
vollkommener und ausgeglichener Diat ernahrten 
Ratte keinen Einfluss aus, sowohl wenn die Diat 
mit Orotsiure angereichert wird, als auch wenn 


dies nicht der Fall ist. 


RESUMEN 
Carboxi-metiliden-idantoina y dcido orético. 

Ha sido sometida al control experimental la hi- 
potesis de un antagonismo entre la s-carboxi-metili- 
den-idantoina y el acido orético subre el crecimiento 
del L. bulgaricus o de ratas prematuras. La §-car- 
boxi-metiliden-idantoina no se opone al efecto esti- 
mulante del Acido orético sobre el desarrollo del 
L. bulgaricus y no influye sobre el crecimiento pon- 
deral de la rata sometida a una dieta completa y 
equilibrada, con la adicién o no de Acido ordtico. 
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